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HE: [H] KEME Nosema bombycis ADP/ ATP 转运 蛋白 可 能 参与 搬运 宿主 细胞 的 能 量 。 本 研究 克隆 家 每 
微 和 抱 子 虫 ADP/ATP 转运 蛋白 基因 ,并 进行 原核 表达 抗体 制备 及 间接 免疫 荧光 定位 ,为 控制 和 防治 家 大 微粒 子 病 
提供 理论 基础 。[ 方 法 ] 通 过 同 源 序列 比 对 鉴定 家 看 微 抱 子 虫 N，bombycis ADP/ ATP 转运 蛋白 序列 ,采用 生物 合成 
的 方法 将 编码 3 段 面向 膜 内 侧 肽 段 的 核酸 序列 拼接 合成 ,在 其 两 端 引 入 Bel V Sal 工 酶 切 位 点 ,克隆 至 pUC57 载 
体 并 测序 ,再 亚 克 隆 至 含有 二 氧 叶 酸 还 原 酶 (dihydrofolate reductase, DHFR ) 标签 的 表达 载体 pQE40 中 ,然后 利用 
BamH 1 和 Sal I 酶 切 获得 含有 DHFR 标签 的 重组 序列 ,并 连接 至 pET30a( + ) 载体 中 进行 诱导 表达 。 通 过 SDS- 
PAGE.\ 钊 柱 亲 和 层 析 和 人 免疫 印迹 法 鉴定 表达 蛋白 ,利用 间接 免疫 痰 光 对 ADP/ ATP 转运 蛋白 的 分 布 进行 检测 。 【 结 
ARR ULT RH ADP/ ATP 转运 蛋白 编码 序列 ( GenBank 登录 号 为 EOB13854. 1) 全 长 1 524 bp ,编码 蛋白 含有 
507 个 氨基 酸 残 基 , 预测 分 子 质量 为 59 kDa, 等 电 点 为 9.35。 具 有 12 个 跨 膜 结构 域 和 TLC 结构 域 ,其 中 TLC 结构 
REA 4 个 功能 保守 位 点 。 与 蜜蜂 微 孢 子 虫 的 ADP/ATP 转运 蛋白 比较 ,氨基 酸 序 列 一 致 性 达 30% 。 系 统 进 化 分 
析 表 明 微 孢子 虫 ADP/ATP 转运 蛋白 聚 为 一 类 ,具有 共同 的 起 源 。 成 功 构建 了 NbADPAATP- 和 TM-DHFR-pET30a 原 
核 表 达 重 组 质粒 ,目的 基因 获得 表达 ,其 融合 蛋白 分 子 量 约 为 37 kDa, 纯 化 重组 蛋白 并 制备 了 多 克隆 抗体 。 免 疫 印 
迹 分 析 表 明 ,成 熟 微 孢子 虫 中 表达 ADP/ATP 转运 蛋白 ;间接 免疫 荧光 定位 结果 显示 ,家 乔 微 抱 子 虫 孢 子 ADP/ATP 
转运 蛋白 定位 于 孢子 质 膜 上 。[【 结论 ] 本 研究 将 为 阻 断 微 孢 子 虫 能 量 来 源 ,达到 控制 和 防治 家 春 微 粒子 病 提供 新 的 
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Prokaryotic expression and subcellular localization of ADP/ATP carrier 


protein in microsporidian Nosema bombycis 
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Abstract: [ Aim] The ADP/ATP carrier protein in microsporidian Nosema bombycis may be involved in 

































































































































































































































































































































































carrying the energy from host cells to itself. In order to provide the theoretical basis for preventing and 
controlling the pebrine disease, the gene of N. bombycis ADP/ATP carrier protein was cloned and 
expressed in prokaryocytes. The antibody was prepared and indirect immunofluorescence assay was 
conducted. [Methods] The nucleotide sequences encoding three segmental peptides inside the membrane 
were synthesized with Bgl ] and Sal Į sites at both ends (NbBADP/ATP- A TM) and cloned into pUC57 
vector for sequencing, and the target sequence was further subcloned into pQEAO vector with dihydrofolate 
reductase ( DHFR) tag. The NDBADP/ATP- A TM-DHFR was cut by BamH [ and Sal [ and linked to 
pET30 vector for prokaryotic expression. The expression product was identified by SDS-PAGE, Ni-NTA 


affinity chromatography and immunoblotting. Indirect immunofluorescence assay was performed to survey 








p 
> 





作者 


3k 















































金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 
(KJ130617) 





(31270138) ; 3 


pap 


























庆 市 科 委 基础 与 前 沿 研 究 一 般 项 目 (cstc2013jcyjA0363 ) ; 重庆 市 教委 科学 技术 研究 项 

















简介 : 党 晓 群 ，1983 年 生 , EKRA, 讲师, 研究 方向 为 病原 微生物 学 , E-mail: dangxiaoqun@ 126. com; 林立 鹏 , H, 1984 年 生 
A, ÈE, 研究 方向 为 微生物 次 生 代谢 与 调控 , E-mail; linlipeng84@ 163. com 








HH 


TIA 




















共同 第 一 作者 Authors with equal contribution 


* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail; zyzhou@ swu. edu. cn 


收 稿 





日 期 Received; 2013-12-23 ; 接受 日 期 Accepted; 2014-02-26 


Es 














3 期 党 晓 群 等 : KEMAT ADP/ ATP 转运 蛋 








白 的 原核 表达 及 间接 免疫 奖 光 定位 分 析 301 








the distribution of NbADP/ATP. [Results] The coding sequence of nbadp/atp ( GenBank accession no. 
EOB13854. 1) is 1 524 bp in length, encoding a 507-amino acid residue peptide with a calculated 
molecular weight of 59 kDa and a theoretical pl of 9. 35. The ADP/ATP carrier protein of N. bombycis 


contains twelve transmembrane domains and the conserved TLC domain which has four conserved 


functional sites. Sequences blast analysis showed that the ADP/ATP carrier protein of N. bombycis shares 


30% amino acid sequence identity with Nosema ceranae ADP/ATP carrier protein 2. Phylogenetic 


analysis placed the N. bombycis protein in the same subgroup as the ADP/ATP carrier. The recombinant 
plasmid NbADP/ ATP- ATM-DHFR-pET30a was successfully constructed. SDS-PAGE analysis showed 
that the 37 kDa fusion protein was highly expressed and purified. Anti-NbADP/ ATP serum was produced 


in mice with the purified protein. Immunoblotting result showed that NbADP/ATP was expressed in 


mature spores. 


Indirect immunofluorescence localization results revealed that ADP/ATP transporter 


protein is located in the plasma membrane. [Conclusion] This study provides a new clue for blocking 


energy source of N. bombycis to control and prevent pebrine disease of the silkworm. 


Key words: Nosema bombycis; ADP/ATP carrier protein; prokaryotic expression; Western blotting; 


subcellular localization 
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胞 真 核 生物 ,广泛 寄生 于 无 疹 椎 动物 和 痊 椎 动物 , 包 
括 人 类 。 目 前 已 发 现 有 超过 150 个 属 1 200 多 种 
( Didier et al., 2005; Scheid, 2007) 。 家 得 微 孢子 虫 
Nosema bombycis 是 微 孢 子 虫 属 的 典型 种 (Nageli， 
1857) ,寄生 于 家 盔 引 起 微粒 子 病 , 给 看 业 生 产 造成 
巨大 的 经 济 损 失 。 越 来 越 多 研究 表明 , 微 孢 子 虫 由 
具有 线粒体 的 真菌 进化 而 来 (Franzen，2008; 
Keeling, 2009) 。 然 而 ,在 微 孢 子 虫 的 超 微 结构 中 并 
没有 观察 到 典型 真 核 生 物 所 具有 的 能 量 工厂 一 一 线 
粒 体 (Embley and Hirt, 1998) ; Ai F RERE 
“无 线粒体 ” 真 核 生 物 ( 如 阴道 毛 滴 虫 ) 所 特有 的 线 
粒 体 同 源 细胞 器 一 一 氧化 酶 体 (hydrogenosome ) 
(Bui et al., 1996) 。 最 新 研究 表明 , 微 爷 子 虫 的 线 
粒 体 已 经 减 缩 成 形态 结构 和 生化 代谢 简单 的 纺锤 镜 
体 (mitosome) 。 纺 锤 剩 体 是 一 类 存在 于 某 些 单 细胞 
真 核 生物 中 的 由 双 层 膜 包 训 ,结构 简单 的 线粒体 同 
源 细 胞 器 ,不 具有 三 羧 酸 循环 、 氧 化 磷酸 化 等 线粒体 
的 典型 功能 。 微 钨 子 忠 是 严格 的 细胞 内 生长 和 繁 
殖 , 很 难 采 用 生化 方法 研究 其 细胞 内 代谢 途径 ,因而 
关于 微 人 抱 子 虫 完成 生长 和 增殖 的 能 量 来 源 研 究 一 直 
是 研究 的 热点 和 难点 (Keeling, 2009) 。 由 于 微 孢 子 
虫 纺 锤 剩 体 不 具有 独立 的 基因 组 ,所 有 的 纺锤 剩 体 蛋 
白 是 细胞 核 内 的 基因 组 编码 ,蝗虫 微 孢 子 忠 
Antonospora locustae RIKK iata T E Encephalitozoon 
cuniculi ( Katinka et al., 2001) , E E M 38 i ta T E 
Enterocytozoon bieneusi ( Akiyoshi et al., 2009) Z í 
TE Nosema ceranae ( Cornman et al., 2009 ) MÆ 


下 


RIFE (Pan et al., 2013) 基因 组 序列 的 相继 发 布 ， 







































































为 微 季 子 虫 能 量 代谢 途径 研究 提供 了 强 有 力 的 基础 。 

线粒体 转运 蛋白 质 家 族 mitochondrial carrier 
family,，MCF) 通 过 促进 各 类 可 溶性 物质 在 线粒体 内 
膜 两 侧 的 流通 ,保证 线粒体 发 挥 正常 生理 功能 ,其 转 
运 底 物 涉及 氧化 磷酸 化 .三 羧 酸 循环 `. 尿 素 合 成 等 多 
种 代谢 反应 。 线 粒 体 产生 的 多 余 的 ATP 分 子 则 通 
过 线粒体 ADP/ATP 转运 蛋白 ( ADP/ATP carrier 
protein) 运 出 线粒体 。 该 蛋白 家 族 成 员 能 够 将 细胞 
质 中 的 ATP 转运 到 质 体 、 线 粒 体 等 细胞 器 膜 内 腔 ， 
同时 专 一 地 与 细胞 器 内 等 量 的 ADP 分 子 结合 并 转 
移 到 膜 外 释放 ( Klingenberg, 2008 ) 。 

Williams 等 ( 2008 ) 7E $8 rh (c 48 F rh rp Jz 3 
ADP/ATP 特异 性 线粒体 转运 蛋白 (ADP/ATP- 
specific mitochondrial carrier protein ) 基因 ,采用 酿酒 
酵母 Saccharomyces cerevisiae 表达 系统 发 现 该 蛋白 保 
留 保 守 的 靶 向 信号 ,可 以 定位 于 酿酒 酵母 的 线粒体 ; 
利用 大 肠 杆菌 Escherichia coli 对 该 基因 进行 异 源 表 
达 ,发 现 该 蛋白 能 够 介 导 a- P 标记 的 ATP 向 胞 内 
输入 ,表明 该 转运 蛋白 具有 交换 ATP 和 ADP 的 功 
能 。 那 么 家 春 微 侈 子 虫 中 是 否 存在 搬运 ATP 的 转 
运 和 蛋白 ”基于 此 ,本 研究 利用 家 大 微 孢 子 虫 基 因 组 数 
据 并 结合 已 公布 的 微 抱 子 虫 基因组 数据 (http://www. 
ncbi. nlm. nih. gov/genome/ ) , JE 5E T XEM T^ n f 
ADP/ ATP 转运 蛋白 及 其 定位 情况 ,为 控制 和 防治 家 看 
微粒 子 病 提 供 理论 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 ZEGUBCT RB) ES E ERE 
ZUR DAGLI 1x 10* S/L REFRE, 
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B ARISCTJG SEE 3 龄 起 看 。 于 5 龄 第 7 天 收集 病 看 
丝 腺 或 中 肠 , 用 匀 浆 器 研磨 ,加 0.9% 的 生理 盐水 ， 
5 层 纱布 过 滤 ,滤液 在 4% 下 300 r/min 和 1 000 r/min 
差 速 离心 ,多 次 重复 得 到 粗 提 液 。 粗 提 液 采用 细胞 
分 离 液 Percoll 进行 密度 梯度 离心 ,30 000 r/min E 
心 40 min 进行 进一步 纯化 。 纯 化 得 到 的 微 孢 子 忠 
经 生理 盐水 充分 离心 洗涤 ,最 后 收集 底层 沉淀 即 为 
Zar LRL T Ud, H 0. 996 的 生理 盐水 悬浮 ,4% 保存 。 
1.2 载体 与 菌株 

原核 表达 载体 :pUC57 载体 (GeneScript 公司 ); 
pQE40 载体 购买 于 Qiagen 公司 ;pET30a( + ) ;菌株 : 
E. coli Rosetta (DE3) 。 
1.3 主要 试剂 与 仪器 

丙烯 酰胺 、N,N'- 亚 甲 双 丙 烯 酰 腕 、 SDS , DTT 、B- 
琉 基 乙醇 甘氨酸 、 低 分 子 量 标准 蛋 白质 、 尿 素 和 吐 
温 20 等 购 自 上 海 生 工 ; AEC 显 色 试剂 盒 和 DAB fd 
色 试 剂 盒 购 自 北 京 中 杉 金桥 公司 ;FITC Seb 
抗 鼠 二 抗 、 多 聚 赖 氨 酸 、Triton X-100、 弗 氏 完全 佐 
38] JERA 56 4 T8] DAPI HRP 标记 羊 抗 鼠 二 抗 
购 自 Sigma 公司 ;彩色 预 染 蛋白 质 分子 量 标准 购 自 
丰 云 天 生物 公司 ;PVDF 膜 购 自 Roche 公司 ;Ni-NAT 
层 析 柱 购 自 Qiagen 公司 。 
1.4 ADP/ATP 转运 蛋白 基因 的 序列 分 析 

采用 在 线 网 站 Expasy ( http ;//expasy. org/) 预 
WAERME ADP/ATP 转运 蛋白 基因 开放 阅读 
框 ,并 翻译 成 蛋白 质 ,预测 其 理论 分 子 质 量 和 等 电 
点 。 跨 膜 域 的 预测 为 在 线 网 站 (http://www. 
cbs. dtu. dk/services/ TMHMM-2. 0/ ) 和 (http :// bioinfo. 
si. hirosaki-u. ac. jp/ ~ ConPred2/) , 3& Hj. CLUSTALX 
进行 多 重 序列 比 对 ,最 后 用 Seaview 软件 进行 编辑 
( Larkin et al., 2007; Gouy et al., 2010), 
1.5 重组 表达 载体 的 构建 

为 了 获得 重组 蛋白 ,根据 蛋白 跨 膜 域 预测 信息 ， 
选取 ADP/ATP carrier protein 去 除 跨 膜 结构 域 后 留 
下 的 3 段 面向 膜 内 侧 的 表 位 相连 (第 1 段 表 位 : 
KKETNLVIGKKESNLIIINKLK ;第 2 段 表 位 : YFMN- 
KMMEKNFKKSLETVYIPNKTTSNIWKLLESRLLRN ; 
第 3 段 表 位 : KAVLYVNKKFQECQEKNTE-FDEEE ) 
编码 约 11 kD 的 多 肽 ,于 金 思 特 生物 公司 合成 并 交 
隆 至 pUC。 编 码 该 多 肽 的 核酸 序列 如 下 : 
> NbNTTI-ATM . CGagatcetAAGAAAGAAACGAAT- 
TTAGTAATAGGAAAGAAAGAATCGAATTTAATAATA- 
ATAAACAAATTGAAATATTTTATGAATAAAATGATG- 
GAAAAGAATTTTAAAAAGAGTTTAGAGACGGTTTA- 












































































































































TATTCCAAATAAAACCACGAGTAATATCTGGAAATT- 
ATTAGAATCTCGTTTATTACGAAATAAGGCAGTTCT- 
GTATGTCAATAAGAAGTTCCAGGAATGTCAAGAGA - 
AGAATACGGAGTTTGATGAAGAGGAAgtegac, 7l 用 
Primer Premier 5. 0 设计 基因 的 特异 引物 进行 扩 增 ， 
上 游 引物 序列 为 5'-CGagatctAAGAAAGAAACGA- 
ATTTAGT-3', 下游 引 物 序列 为 5'-gtcgacTTC- 
CTCTTCATCAAACTCCG-3 ,下划线 为 酶 切 位 点 。 
合成 的 核 昔 酸 序列 由 公司 克隆 至 pUCST 2X 
体 上 ,提取 该 质粒 ,用 限制 性 内 切 酶 Bel ILI Sal I 
进行 双 酶 切 , 取 双 酶 切 验 证 正确 的 重组 质粒 对 应 
的 菌 液 送 上 海 英 骏 公 司 进 行 核 昔 酸 的 测序 。 为 了 方 
便 用 于 下 一 步 研 究 ,将 该 段 序 列 构建 至 含有 二 氧 叶 
酸 还 原 酶 ( dihydrofolate reductase, DHFR ) 标签 融合 
表达 标签 的 pQE40 载体 中 ,再 用 限制 性 内 切 酶 
BamH | 和 Sal 工 将 融合 序列 剪 切 , 获 得 含有 DHFR 
标签 的 重组 序列 ( 约 984 bp) ,连接 至 PET30a( + ) 
载体 中 (NbADP/ZATP-ATM-DHFR-pET30a ) 进行 诱 
导 表 达 。 
1.6 重组 蛋白 的 诱导 表达 与 纯化 

提取 测序 正确 的 重组 表达 质粒 NbADP/ATP- 
ATM-DHFR-pET30a ,转化 大 肠 杆 菌 E. coli Rosetta 
感受 态 细胞 , 挑 取 单 菌落 37Y 摇 床 中 振荡 培养 , 至 
0Dow 约 为 0.5 ~ 0.8, 加 入 IPTG 至 终 浓度 为 1 
mmol/L ,继续 培养 3 ~5 h 后 , 取 1 mL. 茵 液 至 离心 管 
中 ,12 000 r/min 离心 3 min, 充 上 清 液 ,收集 菌 体 ， 
以 空 载 质粒 诱导 作对 照 ,进行 SDS-PAGE 电泳 检测 。 
融合 蛋白 用 纯化 采用 Ni-NTA 柱 亲 和 层 析 。 将 收集 
的 洗 脱 液 用 SDS-PAGE 电泳 检测 蛋白 纯化 情况 。 
1.7 多 克隆 抗体 制备 及 Western blotting 分 析 

经 亲 和 层 析 的 融合 蛋白 免疫 昆明 小 鼠 , 每 头 小 
鼠 约 注入 10 pg 重组 蛋白 。4 次 免疫 后 的 第 7 天 摘 
除 眼 球 采血 ,采集 血液 先 放 入 37 ^C REA 1 P ,后 
置 于 4% 过夜 ,吸取 血清 后 小 管 分 装 ,于 -20% 保存 
备用 。 

家 看 微 抱 子 虫 总 蛋白 的 提取 按照 玻璃 珠 破碎 法 
进行 。 经 SDS-PAGE 分 离 后 转移 到 PVDF 膜 上 ,以 
1: 500 体 积 比 稀释 的 抗 血 清 作为 一 抗 ,1: 500 (v/v) 
HRP 标记 的 羊 抗 鼠 抗体 作为 二 抗 进行 贱 育 ,最 后 
显 色 。 

1.8 ADP/ATP 转运 蛋白 的 间接 免疫 荧光 定位 

参照 [i 等 (2009 ) 进行 。 用 1% Triton X-100 处 理 
纯化 的 成 熟 钨 子 5 min ,一 抗 工作 浓度 为 1:200(wv )， 
37% 温 育 40 min;PBS 洗涤 3 次 ,每 次 5 min; 稍 干 后 滴 
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加 二 抗 FITC-IgG (工作 浓度 1: 64, v/v) ,3TC il fj 40 在 NCBI 网 站 上 采用 BLASTP 进行 分 析 ,与 微 雹 子 虫 
min ;洗涤 同上 ; 滴 加 DAPI 室温 染色 20 ~30 min;Utik ” ”的 核酸 转运 蛋白 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 :与 蜜蜂 微 孢 
同上 ;于 奥 林 巴 斯 严 光 显微镜 BX53 观察 。 TE NceADP/ATP 为 30% ,与 倪 脑 炎 微 孢子 忠 
EcADP/ATP3, EcADP/ATP1, EcADP/ATP4 和 

2 结果 EcADP/ATP2 分 别 为 29% , 2696 , 25% $2696 X 
了 进一步 分 析 该 蛋白 的 保守 性 ,我 们 下 载 了 免 脑 炎 

2.1 家 和 看 微 孢子 虫 ADP/ATP 转运 蛋白 序列 分 析 微 抱 子 虫 .蝗虫 微 孢 子 虫 、 蜜 蜂 微 抱 子 虫 .酿酒 酵母 

采用 BLAST 搜索 家 看 微 抱 子 虫 基因 组 数据 , 获 “和 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana 的 ADP/ATP 转运 

得 一 编码 ADP/ATP 转运 蛋白 的 基因 ADP/ATP 白 ,采用 Clustalx 进行 多 重 序 列 人 拟 南 芥 

carrier (GenBank 登录 号 : EOBI3854. 1) 。 该 基因 全 ”及 其 他 物种 中 的 保守 功能 位 点 为 Lys , Glu”, 
长 1 524 bp ,编码 蛋白 含有 507 个 氨基 酸 残 基 , 预 测 Clu M Lys “(图 1), 家 价 微 孢子 虫 ADP/ATP 转 
分 子 质量 为 59 kDa ,等 电 点 为 9. 35。 结 构 域 预测 显 。 运 蛋 白 保 守 功 能 位 点 为 : Lys" , Glu, Asp” 和 
ZR,NbADP/ATP 含有 TLC 结构 域 和 12 个 跨 膜 域 。 Lys ^ SEED BE TR ST VL Lys” (E CR (uL n DH 


TM1 — IM2 . 
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INceADPATP — KFPKYKILLSLTĒLMACVINTLLEFYREIVIMTKQ--IPSSLYYIKLFFSLPII 57 
NboADPATP — MKKETNLVIGKKESNLIIINKLKYSLIFTFFITTMINTLLEIFREIFIITKQ--QPSSIYFIKLFLNFPLI 69 
lALoADPATP - MTRAES YESCLPTEKEVEEEALSGVTFFGRLFKVARCERPVFAHMSVILFLVSYIYSVSRDMKDAIIIESL--DPASIPYLKILIVLPVN 88 
2ALoADPATP — —-MNSVDDKNITKQQLPTEEEIEREAQSGRNFFSKLFAISKVERKLFWVLCALFFIISYVYSVIRDMKDALVIHRL--DSGSIPYLKIVIVLPAN 91 
3A1oADPATP — -MNAQIDEKAENDSTRLPTEDEME IVATARDSF IKKFILIAEAERSRAMCTSAMIFLIIFVYSSMKAMKNAMVASQI--DPSAISYIKLLVVLPIN 93 
4EcuADPATP - MNEVENNNHSFPREDIPTEDETEEEANSRQGILR-YFRVARAEYTKFALLGLMFGIIGFTYSFMRILKDMFVMVRQ--EPTTILFIKIFYILPVS 92 
2NceADPATP — MSVDNSKVLQNNENSALPTEDEIEYEA-SNGSGIYSLIRVAKVERKMFWIMAAMFFIISFIYSVARVLKDAAVIGKQ--LPASIFFLKFVIILPFS 93 
2EcuADPATP 一 MSEIGSSVPVN-ENRPLLTEDEVEAQANSSTVWPLSRIRVARCEWKLWGSLAF IFGASAY IYSFSRVMKDSFVLSRQ--LPIAISFLKTCFVLPIS 93 
3EcuADPATP -~ MSTFQLSASSKDSYLFRTEEELEEEVYGKTGFFK-HIRVARNEWPRVLYLSLLFGV ITMVHTIMGNLREMVLMGRQ--DPMSMFFIKSIFLPPCS 92 
4EcuADPATP ~ —--MSENREIDATDRRDKTFDKEKLRPHVYSSVAGGMRSTSGDTKAVLLFSLLFALLSY IDAFLYVLGDMVMMNTQ--MPSSILFIKSVLVLPMT 90 
AthADPATP MEAVIQTRGLLSLPTKPIGVRSQLQOPSHGLKORLFAAKPRNLHGLSLSFNGHKKFQTFEPTLHGISISHKERSTEFICKAEAAAAGDGAVFGEGDSAAYVASPKIFGVEVATLKKTIPLGLMFFCILENYTILRDTKDVLYVTAKGSSAETIPFLKTWVNLPMA 164 
SceADPATP. pes -MSHTETQTQQSHFGVDFLMGGVSAATAKTGAAPTERVK 38 
ruler .30. E L: ocu 120 
TM3 ms. 
* : y * 
INceADPATP CLMMSYVQKALNVYSILSIVNFIIFGFIGIFFLIGSLLIPFEYK-IQKGSQWALDIFCDGKMSVRSLMGLSPFLYMYS-EWISTLCYILSELWSTLVVGFALYALANHACTEDEMKEIVPNFSTITAISMIISVAFIYIKDELANILPAGL- 216 
NboADPATP FGFMLIVQKSLSKYSLSVIYNFLTIIYVIFFILLGSLLLPNENL-VQKGQVWVEEYVISVKLEEKRLKFLEPILYIYG-EWIYTAIYVAAEMYGTFMIGLFYFTFANSLCTKAEMEDIFPYLSSTSAISMIISALLYMLFDFIKQRVSDDT 226 
lAloADPATP ICIVFTIQKILVNTPVSKVFSIMCVLFGIYFCLYGTVLMSYKHI-FELNKFLIRDLFADDKMVFMGLQWTIALILPIN-SWTSSLMYLSAEIWGTVVFQFLFFALSNEIYTQKQSMRFIPLFLVFGNVALIVSGFSMKLIKYVSEQSSY 245 
2AIoADPATP  ITAILIIQKMLSSESISKVFSKVTLFFSTFFTIYG-LIINFK---LEPNEYIRIDPFSDGKMAVLGLEWTRAIFLMVF-AYMTTLIYLFAELWGSCYVLSFLFMSFTNSICTKRQNFRYTPLLLISSNIALLLSGSTMRLISAVKSELSY 245 
3AloADPATP [VATAFTQKMVSTRNVSRTFTFMVLGFSALFFIYGTICFTCFVVDFSSMDYATEDLFSDGKMAYKGVGVVFYVMLRTFTSIRIVLYYLLSELYGS I ITSYLEWSFTNEFLTRKQALRFTPLFLMTGNLGLLFSGFLLGRLNSFLKNASYEM 252 
4EcuADPATP MALVFLIQYMLGTKTVSRIFSIFCGGFASLFFLCGAVFL IEEQV--SPSKFLFRDMF IDGKMSSRSLNVFKSMFLTLN-EPLATIVFISAEMWGSLVLSYLFLSFLNESCTIRQFSRFIPPLIIITNVSLFLSATVAGAFFKLREKLAFQQ 248 





2NceADPATP FISVGIIQKALDKYPFTKIFDVTLIVFAVAFTILGSLLLPFSDY-IQIQPFWAKDIFADGKAVARSTDFLFSIALVFN-EWTSSAIYVLSEMFGSLILSYLFMTFANGLSTPGQSARFVPLFYVGSNLALLLSGMINYFYSVSKSKMSYVA- 
2EcuADPATP VIVTGIVQKLLVTRTISKVFDYTLIAFSFLYLLIGMVLLPFAEK-IQPGLYFSRDIFADDKMAYKGFEFLFAIFLIFN-EWTTSFVYVCAELFGSLVVQFMFLAFANEALTIRQSTRMMPLFYVISNILLLLSSESTSFYSKKVREWDYKK 


AERFF--NGF 250 
TCLIT--NSF 250 











3EcuADPATP LLFIWAIQLGLSLFTPSKMFDITLILFSGCYILFGLVVWPLKGY-IQKDFYWSRDIFGDGKMESLRIHFLYPVFLVFN-EWTSSFLFLCSEMWGALVVSYFFNIFANEVSTRRQSQRY ISVYNISNAISIFLSAVLTLVFNKWRDGVAFET KELGF--RIL 249 
4EcuADPATP FFFIVIVQKGLRYLSQPRMLEVILIISSVFFLLFGFVIWPYCKR-LQPDFFWSRDIFSDGKMKTRHLDFFFPIFLVF: WASTMLYLVAELWGSLIISFMFFSRAIHQCTEAQVKKFLPTISLISAVVFLSSGLLTKSLNSRRDALPYHE KERLF--SQV 247 
AthADPATP | IGFMLLYTKLSNVLSKKALFYTVIVPFIIYFGAFGFVMYPLSNY IHPEALADKLLTTLGPRFMGPIAILRI--WSFCLFYVMAELWGSVVVSVLFWGFANQITTVDEAKKFYPLFGLGANVALIFSGRTVKYFSNLRKNLGPGV DGWAVSLKAM 316 
SceADPATP -LLMQNQEEMLKQGSLDTRYKGILDCFKRTATHEG IVSFWRGN -ANVERYFPTQALN-FAFKDKIKSLLSYDRERDGYAKWFAGNLFSGGAAGGLSLLFVYSLDYARTRLAADARGSKS- -- 155 
PdeR aclTÜ 233v. INE. 190. ois. FAU REA 210... 420; er e1 Re rar NP 900.2 oos. 280. ves Miu E10, 0 i-i Eve e 
TM6 TM8 TM9 








SFDLLQSKFLRNMCAAALIYAINAGFIDMSLKNSLSTGSRINN--MPPKDYSQKYLVTTSLTISAVSLFYNFVIRGNRIASR-IFYLSIASPIAAIFFTALISGLSFYNLR-- 362 
IWKLLESRLLRNISIILLVYSFSSGILDATWKNSLSDASKRYN--IPTDKYSSVFVSVNYTLIPLSILIVNIFMYKYVIKLG-WLFSSLITPLLSISTFTLISCLSFYNYP-- 372 
IKRKIGFIDAMRTMALSRLVIAISFAVIAYSISVNMIEASFKTCMSQYALQK--GAQADFHVMGVQSDIQLAVGALSIVLLLSSFPTLIRDKGFSYVAYVPPIFCIFGMVSVFGMAALNNS-- — 402 
SKLKVGIVEGLKEIFTSKLVLSMSFMVIAYSITVNMVENSFKSVMSIIAKNR--GIPRDQFVMKTNGSNQIYTGLIVIFILLFKFSELVHIFGWISVATIMPPLFSLLSGIVYFTITYHNVK-- — 401 
RKKSVSFLEAFKIIFASRLVLGISVAVFAYNFSLNIIEGFCIRTYKVRAENSSMHIKAEHHIKDLESLGQVIIAVVVILFSFLPSGKFIENGFFFYYAISSCIVAILGTIFVISIGHFNIA-- 413 
AKANVSFSEGLEIMSQSKLLLAMSLIVLFFNISYNMVESTFKVGVKVAAEYFN--EEKGKYSGKFNRIDQYMTSVVVICLNLSPFSSYVETRGFLLVGLITPIVTLMAIVLFLGSALYNTS-- — 405 
-KVKVGFVDGLIEMSKSKLLLNMSLVVLFYAVSTNT AYKSALAVGANETG--EAKSTYASIYTSIEQSGVAVIVMILLLTPFPRLIKTKGWITIAILCPIITFFSAFGTFVLAYLNFP-I — 407 
-KSSAGFSESMKLMAQSKFLVAMVMNALFYYAGTNL SWKNGISVAADANN--MEKRAYSASIVSGEQRVVGALVATILLTPISTLVQTHGWITMAIVPPLVTLVSSLVIFGSAFFNYSNY 410 
-RRKLKLDEARQTLSRSKLLIAISLNVLLYGVTSTL TFKSGIAAGARYTN--NSKETFANFYNGLEQIIIAISLLVVINTPYSALVKKGGWKYLASLPIVIAMFSLFSVFLIAFYNVG-- — 406 
KIGFAGSLKMMQKSRFLRAMTESVVAASVCSNIFEAIYRGGIVLGAVQSS--TSKSSYMNRLNAMAQIITSIFLLVMFFKPATHLIERRGWFPVAITAPIVAIITLVLFFPMVFFNNITE — 403 
-TMESLKFLVSSPYIRDLATLVVAYGISINLVEVTWKSKLKAQFPSPN---EYSAFMGDFSTCTG- VATFTMMLLSQYVFNKYGWGVAAKITPTVLLLTGVAFFSLILFGGP-- — 461 


1NceADPATP FLILSFVTTLIYFLKSYIPLKTKEIKETINKEEDKTTS. 
NboADPATP  FITLSCLTLLIYFMNKMMEKNFKKSLETVYIPNKTTSN 
lALoADPATP | FVLMGECSFVIYFIHRYFENNIARKPLEVTGKVYCKQS 
2ALoADPATP FVTLGILAASVFFIHRYYEKSVLLKQLFIP-SDNSK 
3AloADPATP PLFCSLLCTIICIQKQYFERHILSKEIIRMSSEKKSSSG- 
4EcuADPATP FIFQGFLVVLVIFLKIYLERVTMKRPLFIVSSGSRRKK 
2NceADPATP. FCLSGILCAVIYLLKKYLENNVTSKPMFVRKT-FTKKK 
2EcuADPATP FAVFGAMIAVTYLVKKYAENTILKKQLFIRTEGVAKKKGR 
3EcuADPATP ILVLGSTV IGILALKKYMERELLPAPYFLIREVEKTSTE- 
4EcuADPATP FIVTSALTVMSAITSFFTDRALAKDDPRHKGKKEHKVR 
AthADPATP MSIVVGMGLAICLLYWWVNRYVPLPTRSKNKKEKPKMG 













































SceADPATP. hb TOR -LLGLYRGFVPSVLGIIVYRGLYFGLYDSFKPVLLTGALEGS -FVASFLLGWVITMGASTASYPLDTVRRR-- — 245 
ruler 30.......340.......350.......360.......370.......380....... 390.......400....... S E s. 2 0. leeren 490. . 
INceADPATP TAPS------- VLR: ESIEQNSEIDVDFN —. 486 
NboADPATP TETEKGFMFNDFLKKMPKFLDFENWTITISIVLIKICKFVNFDMAKEMISMRIPESKRGKYKSVYDGICIKLGKSLSASYGAFFT-VLEIPNLKKVAPITLALIVITNAYWIKAVLYVNKKFQ CQEKNTEFDEEE- - 507 
1AloADPATP ARNNRTLLG---FVSIGENLWLEQFLGAIIVTGFKILKYSAVDVSKEALSMRINPTYRARFKGIYDGVCGKLGKAMGSGITNIENVFYNSNDVRKAAISSLTIVAVITVCWGLAIRYLAGKYD—- KSIHSNTDIDIDLINRDPMENDTDVL: - 548 
2A1oADPATP MENNETTFFSNLFPRKDTLDDIELYFGQFSVVLYKVLKYAAFDVCKEF ISMT IDPLYRAHYKSIFDGICGKLGKAMGSGVTNIQNFFMNTTDVRKAALFSMTIILALDMLWIYAVLYLARKYN- NSIKSNKYIEDEKLFQ- - 540 
3AloADPATP TIRSNSQSGG-IFGSFESRLYFEEKTAFMIMLLFRIIKYAAFDLTKEALSMRINPMYRAIFKGVYDGHFGKLSKACGALYSTGANYYYNDPDIRSSSIPSFLILMALNLLWVFMVFYLSRREN— SMHENADIELDWVQGKPMF -  b55 








AEcuADPATP. MEESGLGIVNGLFPGGKPLYVLENYFGVIFMSLLKITKYSAFDICKEKLGMRINPTYRARFKSVYDGIFGKLGKSIGSIYGLLMFEALDTEDLRKATPITAGIIFIFIVMWVKATIYLSRSYE— 
2NceADPATP TNKEDNIFDIYRLPSTDSIIKLENIVGVICVSLMKISKYAAFDITKEALSMQIDGSIRAKYKGIFDGVFGKLGKSFGSVYGFTITTLLGTRDVRRGAPISLCVLILFCLIWFYSVFYLNRKYK— 


AVQHNRDVDIDMTEKAKKSLETPEEPKVVD- 559 
ESVENNAPIDIDLFTSSKVKAPSSEPTVATKS 562 

















2EcuADPATP PEGKTSVILSSLVKGYKPNFYLECNIGIYCVSGMKIAKYAFYDISKEAISLQIDPLYRPRLKAVYDGLCGKLGKS IGSLYAMFWS-VMGYNDVRAAAPITLGMWLIISPIWIYSVIYLNRKYN- QSIQTSSPIDLDLFSGKKDLE- 553 
3EcuADPATP ADSGGNVLFGSLFKNRMPTFILENTLGLVTNASMKIGKYLGADVSKEAISMQIDPLYRAKYKAVYDGLCGKLGKSLGS I LCTVMTGLWDITDIRRVSSVSGILIVIIIAMWYFILKYLSRQFQ- AAVEANTYIELDEF—— - 54 
4EcuADPATP GDLIASG------ EEYVGSPVLENYTGIPLTTIIRISKYCFFDVAKEAASTRYSPVHRHSFRG HDGLGINIGKTIGSVYCTLVTVVEDVRDYRNVVSVSTYPYGVECYTVIRSILHINKKYE. -ESTERNDFINVELAEG- 536 
AthADPATP — PLVAKLGMTPLLAAVYVGALQNIFSKSAKYSLFDPCKEMAY IPLDEDTKVKGKAAIDVYCNPLGKSGGALIQQFMILSF 616 
SceADPATP — -MMMTSGQTIKYDGALDCLRKIVQ---KEGAYSLFKGCGANIFRGVAAAG 309 
ruler « 540: 2 TER BB eee BOE ICI 510... 
INCeADPATP — 486 
NboADPATP — 507 
IALoADPATP — 548 
2ALoADPATP - 540 
SALoADPATP — 555 
4EcuADPATP — 559 
2NceADPATP V 567 
2EcuADPATP — 553 
3EcuADPATP ~ 543 
4EcuADPATP 一 536 
AthADPATP E 624 
SceADPATP ~ 309 
ruler .660.. 








图 1 ZEB T ADP/ATP 转运 蛋白 与 其 同 源 蛋 白 的 氨基 酸 序 列 多 重 比 对 


Fig. 1 Amino acid sequence alignment of the ADP/ATP carrier protein of Nosema bombycis with its homologous proteins 
蛋白 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 分 别 为 The origin of protein sequences and their GenBank accession numbers; Nce; 蜜蜂 微 和 孢子 虫 Nosema ceranae , 
XP. 002996543; Nbo: Z&f&jfBl-fT- E Nosema bombycis, EOB13854. 1; Alo; 1 RAH FE Antonospora locustae (1Alo: ALO, 8861693; 2Alo; ALO 
_886g1694 ; 3Alo; ALO. 88621695) ; Ecu: RIKKAAT E Encephalitozoon cuniculi (YEcu; NP. 586157; 2Ecu; NP. 586167; 3Ecu; NP. 586169; 
4Ecu; NP 597260) ; Ath; 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana, P92935 ; Sce; 酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae, NP 013772. 1. 横 线 区 域 为 跨 膜 域 部 分 ， 


用 TM1 - TMI2 表示 ; 蓝 色 部 分 为 在 拟 南 芥 中 被 验证 的 有 功能 的 保守 位 点 ;红色 部 分 为 保守 的 氮 基 酸 。Predicted transmembrane domains in the 
NbADP/ ATP carrier protein are labeled with black line and represented as TM1 — TM12 amino acids in blue show sites proven to be critical for A. 



































thaliana ADP/ATP protein, while those in red show conserved sites. 
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到 2 JH] MEGAS. 0 构建 家 看 微 孢 子 虫 ADP/ATP 转运 蛋白 与 其 他 物种 线粒体 转运 蛋白 的 系统 进化 关系 








Fig.2  Phylogenetic relationship of the Nosema bombycis ADP/ ATP carrier protein to other mitochondrial 


carrier protein sequences using MEGAS. 0 
Alo; Wi RT E Antonospora locustae; Ath; 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana; Cel; 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans; Ebi: HG, Eoi maT E 
Enterocytozoon bieneusi; Ecu: f jki K At F Encephalitozoon cuniculi; Ehe: We WW 2e ftd H1 Encephalitozoon hellem; Ehi; 溶 组 织 阿 米 巴 
Entamoeba histolytica; Ein; jika T E Encephalitozoon intestinalis; Ero; Encephalitozoon romaleae; Hsa; 人 Homo sapiens; Nap: Và Jj 4 WE fU 
FIE Nosema apis; Nbo: Z&&ftfti-T- E Nosema bombycis; Nee; 东方 蜜蜂 微 孢 子 虫 Nosema ceranae; Ner; 粗糙 脉 胞 菌 Neurospora crassa; Sce: 酿酒 
酵母 Saccharomyces cerevisiae; Nta; 烟草 Nicotiana tabacum; Tbr; jg [& 4E d, Trypanosoma brucei; Tho: AA 3E 3B n Trachipleistophora hominis ; 








Tva: PHE EE Trichomonas vaginalis; Xla; JEMI Xenopus laevis. 





ADP/ATP 转运 蛋白 中 为 Asp” ,但 对 拟 南 芥 转运 蛋 
H ADP/ATP 的 功能 研究 表明 , 当 Lys REH Asp 
时 ,ADPZATP 仍 具 有 转运 ATP 的 功能 (Trentmann et 
al. , 2000) 。 另 外 ,多 重 序列 比 对 显示 除了 功能 位 
点 比较 保守 外 ,还 有 6 个 氨基 酸 在 真菌 和 植物 拟 南 
芥 中 高 度 保守 (图 1)。 

系统 进化 分 析 发 现 , 微 孢子 虫 的 ADP/ATP 转 
BEARRA E, HEMT E HY ADP/ ATP 转运 
EHARA REEN. Hir ZU T m 5 SEE GC 
孢子 虫 最 为 近 缘 ; 而 真菌 寄生 虫 和 人 的 氨基 酸 等 转 
运 体 聚 为 一 类 。 值 得 注意 的 是 , 微 孢 子 虫 的 ADP/ 
ATP 转运 蛋白 并 未 与 酿酒 酵母 的 ADP/ATP 转运 蛋 
白 聚 在 一 起 , 而 与 拟 南 芥 的 较为 近 缘 。 结 果 暗 示 
ADP/ ATP 转运 蛋白 与 真 核 生物 ADP/ ATP 的 直系 同 
源 和 蛋白 具有 相似 的 功能 。 






































2.2. ”表达 载体 的 构建 和 鉴定 

TECH WR Fr EC 255 bp( 约 11 kDa) 由 公司 合成 
并 克隆 至 pUCS7 载体 上 ,为 了 增加 表 位 的 免疫 原 性 
及 易于 SDS-PAGE 电泳 检测 ,经 过 2 次 亚 克 隆 ,将 
DHFR( 约 558 bp, 26 kDa) 标签 加 至 目的 序列 前 端 ， 
并 构建 了 NbADP/ATP- 和 人 TM-DHFR-pET30a 重组 质 
粒 , 双 酶 切 检测 到 包含 了 DHFR 的 目的 序列 (图 3 ) ， 
进一步 测序 验证 该 序列 正确 。 
2.3 重组 蛋白 的 诱导 表达 与 纯化 

将 构建 成 功 的 重组 表达 载体 NDBADP/ ATP- 
ATM-DHFR-pET30a f£ A E. coli Rosetta 细胞 中 ,用 
A 100 pg/mL 卡 那 霉 素 的 LB 固体 培养 基 平 板 成 功 
筛选 出 转化 子 。 重 组 Rosetta HA IPTG 诱导 后 ,用 
12.5% SDS-PAGE 检测 NbADP/ATP-ATM-DHFR 
的 表达 。 结 果 显 示 ( 图 5 ) ,在 IPTC 诱 导 后 ,与 诱导 
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图 3 





组 原核 表达 质粒 NbADP/ATP-ATM-DHFR-pET30a 
的 双 酶 切 验证 
Fig.3 Verification of recombinant plasmid NbADP/ 
ATP- A TM-DHFR-pET30a by double-enzyme digestion 
M: DNA 标准 分 子 量 Trans2K plus DNA marker; 1; 重组 载体 
NbADP/ATP-ATM-DHFR-pET30a 的 双 酶 切 检 测 Double-enzyme 
digested NbADP/ ATP- A TM-DHFR-pET30a recombinant plasmid. 








前 的 重组 菌 相 比 ,重组 菌 在 相应 的 位 置 明显 增加 了 
一 条 表达 量 很 高 的 蛋白 带 ,其 相对 分 子 质量 大 小 约 
37 kD( 图 4, 泳 道 2, 红 圈 所 示 )。 经 超声 波 破 碎 处 理 
后 ,大 量 的 目的 蛋白 在 超声 破碎 后 的 沉 诈 中 (图 4， 
泳 道 3) ,表明 该 重组 蛋白 主要 以 包涵 体形 式 存在 细 
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图 4 MAEA rNbADP/ATP- ATM-DHFR 的 诱导 表达 及 纯化 
Fig.4 Induced expression and purification of fusion protein 
rNbADP/ ATP- ATM-DHFR 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 物 Low molecular weight protein marker; 1; 3& 
组 菌 Rosetta-NbADP/ATP-ATM-DHFR-pET30a 未 经 IPTG 诱导 
Rosetta-NbADP/ ATP- ATM-DHFR-pET30a without induction; 2: 重组 
Wj Rosetta-NbADP/ATP-A TM-DHFR-pET30a 经 IPTG 诱导 表达 
Rosetta-NbADP/ ATP- A TM-DHFR-pET30a with IPTG induction; 3; Œ 
组 蛋白 rNbADP/ATP- ATM-DHFR 的 包涵 体形 式 The inclusion body 
of rNbADP/ATP-ATM-DHFR; 4; 重组 蛋白 rNbADP/ATP-ATM- 
DHFR 经 镍 柱 纯化 The purified fusion protein rNbBADP/ATP- ATM- 
DHFR by Ni-NTA affinity chromatography. 





胞 中 。 用 Buffer B 抽 提 菌 体 中 的 包涵 体 ,经 Ni-NTA 
亲 和 层 析 柱 获得 重组 蛋白 。 过 亲 和 层 析 柱 纯化 后 的 
重组 蛋白 经 SDS-PAGE 电泳 检测 , INbADP/ATP- 
ATM-DHFR 蛋白 条 带 较 单一 ,箭头 所 示 ( 图 4, 泳 道 
4) 能 满足 下 一 步 实验 。 
2.4 Western blotting 及 间接 免疫 荧光 定位 分 析 
采用 玻璃 珠 破 碎 法 提取 家 看 微 孢 子 虫 的 总 蛋 
白 ,然后 转移 至 PVDF 膜 ,用 Anti-NbNTTI1 抗体 进行 
免疫 杂交 。Anti-NbADP/ATP 能 特异 性 地 与 约 59 
kDa 的 蛋白 质 发 生 免疫 反应 (图 5)。 
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图 5 KAKUT ADP/ATP 转运 蛋白 的 Western blotting 分 析 
Fig.5 Western blotting analysis of ADP/ATP 








carrier protein of Nosema bombycis 


H T Ue Ze T d ADP/ATP 转运 蛋白 在 
Za ULT E rp BS 4) RE a OH TRI BE f E SE 67 
法 进行 研究 。 经 Triton X-100 Ab XE ji 2A (1-3 "iE , 
"T LUE E Bp [E 81-37 Ji] E] 3 A ER EJ f ARG 
信和 号 (图 6: A) ,而 未 经 Triton X-100 处 理 的 孢子 或 
者 阴性 对 照 组 中 均 未 能 检测 到 推测 ADP/ ATP 转运 
EA fe x D T: f RR p, EEUU RE URL 
ADP/ ATP 转运 蛋白 可 能 是 参与 搬运 宿主 细胞 能 量 
的 蛋白 。 


3 讨论 


微 雹 子 虫 是 严格 的 细胞 内 生长 繁殖 ,很 难 采 
用 生化 方法 研究 其 细胞 内 代谢 途径 ,因而 关于 微 匈 
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图 6 KEMT E ADP/ATP 转运 蛋白 的 间接 免疫 荧光 定位 
Fig.6 Cellular localization of the Nosema bombycis ADP/ATP 


carrier protein detected by immunofluorescence 














A: 用 抗 NDADP/ATP 蛋白 的 抗体 作为 一 抗 FITC 标记 的 羊 抗 鼠 抗体 
为 二 抗 ,与 纯化 的 家 看 微 候 子 虫 及 育 ,在 季子 周围 检测 到 浴 绿 色 奖 


光 Purified mature spores are visualized with a fluorescence microscope, 
































after incubation with the primary antibodies against NbADP/ATP, and 





green fluorescence was detected around the spores; B, F; JH DAPI 染 移 
子 的 细胞 核 Purified spores were stained by DAPI; C; 图 A 和 B B5 
加 Merged image of pictures A and B; D, H; HÆRE P Zx otf T- 
虫 Purified spores in white light; E; 用 阴性 血清 和 FITC 标记 的 羊 抗 鼠 
抗体 与 纯化 的 家 看 微 抱 子 虫 钱 育 ,未 能 检测 到 奖 光 信号 分 布 Purified 
spores incubated with the negative serum as the control, and no 


fluorescence signal was found; G; K| E 4I F B5 Æ JI Merged image of 


























pictures E and F. 





子 虫 完成 生长 和 增殖 的 能 量 来 源 研究 一 直 是 研究 的 
热点 和 难点 。 通 常 , 人 们 认为 大 氧 的 和 微量 需 氧 的 
生物 缺乏 线粒体 。 某 些 寄 生 虫 如 肠 贾 第 虫 Giardia 
lamblia 阴道 毛 滴 虫 Trichomonas vaginalis , 阿 米 巴 原 
Hà Entamoeba T jk fu CoD] 
( Microsporidia ) 是 在 线粒体 内 共生 事件 之 前 分 化 而 
来 的 ,因而 认为 它们 也 是 无 线粒体 的 。 近 期 免疫 电 
镜 观 察 发 现 ,这 些 貌 似 无 线粒体 生物 含有 一 些 不 易 
观察 高度 减 缩 的 由 线粒体 衍生 的 细胞 器 , 即 纺锤 剩 
体 或 过 氧化 氨 体 。 目 前 已 相继 在 人 气管 善 元 虫 
Trachipleistophora hominis ( Williams et al., 2002) , ff 
Hi Ae ffe TE E. cuniculi ( Tsaousis et al., 2008) 和 














histolytica 
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ye ra aT E A. locustae ( Williams et al., 2008 ) 等 
Vd fa T rp AE XE SZ; PERI, ST ZH n Den BE D 
缩 ,不 能 进行 ATP 合成 ,不 能 进行 底 物 水 平 磷酸 化 。 
4E pi Ae i 8l 37 EURILA CES e 80 18 95] 275 ERNA 
留 了 组 装 铁 硫 簇 的 功能 ( Mi-Ichi et al., 2009) , 25 
而 线粒体 内 的 许多 反应 诸如 代谢 物 的 跨 膜 运输 是 依 
靠 线 粒 体 型 转运 蛋白 家 族 ( mitochondrial carrier 
family，MCF) 来 实现 的 。 比 如 , 阿 米 巴 原虫 和 阴道 
毛 滴 虫 的 MCF 蛋白 虽然 不 属于 典型 的 ADP/ZATP 转 
运 和 蛋白 ,但 仍 可 以 吸收 ATP (Tjaden et al., 2004; 
Chan et al., 2005) 。 随 着 多 种 微 移 子 虫 基因 组 序列 
的 相继 公布 ,许多 微 孢 子 虫 都 含有 多 个 核 苷 转运 体 
蛋白 。Williams 等 (2008 ) 发 现 蝗 虫 微 孢子 虫 ADP/ 
ATP 特异 性 线粒体 转运 蛋白 可 以 高 向 酿酒 酵母 的 线 
粒 体 ,并 能 介 导 a-*P 标记 的 ATP 向 胞 内 的 输入 。 
免 脑 炎 微 孢子 虫 不 具有 线粒体 转运 蛋白 ,但 其 基因 
组 编码 4 个 ADP/ATP 转运 和 蛋白: EcADP/ATPI , 
EcADP/ATP2 , EcADP/ATP3 和 EcADP/ATP4, 系统 
进化 、 底 物 结合 和 亚 细 胞 定位 等 研究 表明 EcADP/ 
ATP 水 平 转移 来 自 胞 内 寄生 的 细菌 立 克 次 氏 体 或 衣 
IRIE , EcADP/ATP 能 够 与 多 种 能 量 分 子 结 合 ,其 中 
EcADP/ATP3 靶 向 纺锤 剩 体 转运 细胞 质 的 能 量 进入 
纺锤 剩 体 , EcCADP/ATP1 , EcADP/ATP2 和 EcADP/ 
ATP4 定位 于 细胞 质 膜 ,可 能 转运 宿主 细胞 的 能 量 为 
寄生 生活 所 用 (Tsaousis et al., 2008) 。 这 些 研 究 结 
ARS , 微 孢 子 虫 纺锤 剩 体 利 用 核 苷 转运 蛋白 从 细 
胞 质 中 获得 能 量 分 子 。 

生物 信息 学 分 析 表 明 ,家 和 蛋 微 孢子 虫 基 因 组 含 
有 一 个 ADP/ATP carrier protein , 理论 分 子 量 为 59 
kDa。 该 蛋白 预测 含有 12 个 跨 膜 结构 域 ,是 一 典型 
的 膜 蛋白 。 我 们 选取 3 个 暴露 于 膜 外 部 分 的 表 位 ， 
合成 相应 含有 255 个 碱 基 的 核酸 序列 。 由 于 序列 较 
短 , 需 引入 标签 以 增加 免疫 原 性 。DHFR 自身 在 小 
鼠 和 免 中 几乎 没有 免疫 原 性 ,而 且 DHFR 可 提高 外 
源 蛋 白 表达 的 稳定 性 和 抗原 性 。 基 于 此 ,我 们 采用 
克隆 的 方法 在 合成 的 核酸 序列 前 端 加 入 DHFR fs 
签 。 原 核 诱导 表达 显示 该 蛋白 表达 量 较 高 。 将 经 
Ni-NAT 亲 和 层 析 柱 纯化 的 重组 蛋白 免疫 小 鼠 , 获 得 
了 相应 的 抗 血清 Anti-NbADPAATP。 人 免疫 印迹 结果 
显示 ,该 抗体 可 以 与 家 看 微 孢 子 虫 总 蛋白 中 特异 的 ， 
分 子 量 大 小 与 理论 分 子 量 59 kDa 基本 一 致 的 蛋白 
质 条 带 进 行 杂交 反应 ,表明 所 制备 的 抗 血清 可 以 识 
别 NbADPZATP ,也 证 明了 DHFR 标签 不 影响 后 续 的 
间接 免疫 殉 光 定位 实验 。 对 成 熟 孢 子 进 行 透 化 处 
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理 , 间 接 免疫 荧光 标记 后 ,在 孢子 虫 周围 可 以 检测 到 
绿色 奕 光 信号 分 布 ,表明 家 看 微 孢 子 虫 ADP/ ATP 
转运 入 白 定位 于 家 春 微 钨 子 忠 细胞质 腊 上 ,可 能 是 
家 春 微 孢子 虫 在 胞 内 寄生 过 程 中 ,获得 宿主 细胞 的 
能 量 分 子 的 方式 之 一 ,为 自身 增殖 所 需 。Dagley 等 
(2009) ;& ;: [5] SE ERIS ADP/ ATP 转运 和 蛋白 的 双 链 
RNA(dsRNA) ,利用 RNAi 降低 孢 质 膜 定位 的 ADP/ 
ATP 转运 集 白 的 转录 水 平 ,从 而 可 以 减低 蜜蜂 微 孢 
子 虫 的 感染 率 , 说 明 孢 质 膜 定位 核 背 转运 蛋白 具有 
重要 的 作用 。 因 此 ,本 研究 对 家 看 微 孢 子 忠 
NbADP/ ATP 转运 集 白 的 定位 研究 将 为 阻 断 微 孢 子 
虫 能 量 来 源 ,达到 控制 和 防治 家 春 微 粒子 病 提供 新 
的 思路 。 
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